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摘要  [ 目的] 分子标记技术的快速发展为在DNA 水平上估计苦瓜种质的遗传差异提供了更准确、更高效的方法。[ 方法] 采用正交试
验设计 ,对影响苦瓜SRAP 反应体系的5 种因素( Mg2 + 、dNTPs、引物、Taq 聚合酶及模板DNA)4 个水平进行优化筛选。[ 结果] 确立了适合
苦瓜SRAP 分析的优化反应体系 ,即1×buffer ,1 .0 ng/μl 模板DNA,1 .5 mmol/ L Mg2 + ,0 .3 mmol/ L dNTPs ,0 .5 μmol/ L 引物 ,0 .075 U/ μl Taq
聚合酶,总体积20 μl 。[ 结论] 优化的SRAP- PCR 反应体系的建立为利用SRAP 技术进行苦瓜种质资源分类、遗传图谱构建和基因定位奠
定了技术基础。
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Abstract  [ Objective] Molecular marker provided a more reliable and efficient method to eval uate the genetic diversityfor bitter melon.[ Method] The op-
ti mumSRAP- PCRreaction systemin bitter melon ( Momordica charantial L.) was established with orthogonal design onfour levels of five factors ( Mg2 + ,
dNTPs ,pri mer , Taq polymerase and DNAtemplate) .[ Result] Ina total volume of 20 μl SRAP-PCR system,the opti mumSRAP- PCRreaction systemcon-
tai ned 1× buffer ,1 .0 ng/μl DNA template ,1 .5 mmol/ L Mg2 + ,0 .3 mmol/ L dNTPs ,0 .5 μmol/ L pri mer and 0 .075 U/μl Taq polymerase .[ Concl usion]
The opti mized SRAP- PCRreaction systemwould provi de the basis for the analysis of diversity ,map construction and gene localization of i mportant traits of
bitter melon with SRAP markers .
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  苦瓜( Momordica charanti al L.) 又名锦荔枝、赖葡萄 ,为葫

芦科苦瓜属植物, 苦瓜的未成熟果实因具有特殊苦味而得

名。长期以来,苦瓜只在我国南方地区作为一种特殊蔬菜大

量栽培。随着人们对苦瓜营养价值和诸多食疗功效的重新

认识, 近年来我国苦瓜的栽培面积逐年扩大。分子标记技术

的快速发展为在DNA 水平上估计苦瓜种质的遗传差异提供

了更准确、更高效的方法[ 1 - 2] 。但是 , 由于苦瓜各品种间的

亲缘关系不甚明了, 影响着有性杂交亲本的选择和选配。

SRAP 技术自诞生以来 ,已被国内外学者广泛应用于植物遗

传资源分析、品种鉴定、遗传连锁图谱的构建、基因定位等研

究领域[ 3 - 4] 。但是, 迄今还没有SRAP 标记技术在苦瓜上应

用的研究报道。为此 ,笔者应用正交设计法, 对影响 PCR 扩

增的Mg2 + 、dNTPs、Taq 聚合酶、引物浓度等因素进行优化, 并

检测该优化体系的适用性, 以期应用于苦瓜品种的分子鉴

定、分子进化、系统发育和遗传关系分析等研究。

1  材料与方法

1 .1 材料  供试材料为青皮大肉苦瓜, 种子购自新乡市华

盛种业有限公司。在穴盘中种子刚刚长出2 片真叶时取样。

取幼嫩的苦瓜叶片, 用清水洗净后在液氮中迅速研磨至细碎

粉末状或液氮速冻后 - 20 ℃冰箱保存备用。

1 .2 方法

1 .2.1 DNA 的提取。以苦瓜幼嫩的叶片为材料, 采用改良

CTAB 法提取 DNA[ 1] , 采用紫外分光光度法和琼脂糖凝胶电

泳法检测DNA 质量。稀释至所需浓度后, - 20 ℃保存。

1 .2 .2 正交设计。采用L16( 45) 正交试验设计,对SRAP 反应

体系中的 Mg2 + 浓度、dNTPs 浓度、Taq 聚合酶浓度、引物浓

度、模板DNA 浓度进行5 因素4 水平16 个组合的筛选, 方案

如表1 和表2 所示。SRAP 引物根据 Li 和 Quircos 发表的引

物序列[ 3] , 由上海生物工程有限公司合成。

1 .2.3 PCR 扩增。反应体系总体积为20 μl ,扩增程序为:

表1 苦瓜SRAP 反应体系正交设计因素水平

Table 1 Factors andlevels of orthogonal designin SRAPreactionsystemin bitter melon

水平

Level

因素Factor
模板DNA浓度∥ng/μl

Template DNAconcentration

Mg2 + 浓度∥mmol/ L

Mg2 + concentration

dNTPs 浓度∥mmol/ L

dNTPs concentration

引物浓度∥μmol/ L

Pri mer concentration

Taq 聚合酶浓度∥U/μl

Taq enzyme concentration
1 1 .0 1 .5 0 .2 0 .3 0.025

2 1 .5 2 .0 0 .3 0 .4 0.050

3 2 .0 2 .5 0 .4 0 .5 0.075

4 2 .5 3 .0 0 .5 0 .6 0.100

94 ℃预变性5 min ;94 ℃变性1 min ,35 ℃复性1 min ,72 ℃延

伸1 min ,5 个循环;94 ℃变性1 min ,50 ℃复性1 min ,72 ℃延
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伸1 min ,35 个循环;72 ℃延伸10 min。PCR 产物用1 %琼脂

糖凝胶电泳分离, 经溴化乙锭( EB) 染色后在凝胶成像分析

系统上采集图像。

1 .2.4 反应体系稳定性的检测。选择另外2 对SRAP 引物

作为检测引物,用优化的苦瓜SRAP 反应体系, 对随机选取的

4 个苦瓜基因组DNA 进行PCR 扩增, 每对引物重复3 次。检

测引物的序列见表3。
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表2 SRAP-PCR 反应L16(4
5) 正交试验设计

Table 2 L16( 45) orthogonal designinSRAP- PCRreaction

编号
No .

Mg2 + 浓度∥mmol/ L
Mg2 + concentration

Taq 聚合酶浓度∥U/μl
Taq polymerase concentration

dNTPs 浓度∥mmol/ L
dNTPs concentration

引物浓度∥μmol/ L
Pri mer concentration

模板DNA浓度∥ng/μl
Template DNAconcentration

1 1 .5 0 .025 0 .2 0 .2 1 .0

2 2 .0 0 .050 0 .3 0 .3 1 .0

3 2 .5 0 .075 0 .4 0 .4 1 .0

4 3 .0 0 .100 0 .5 0 .5 1 .0

5 1 .5 0 .100 0 .3 0 .4 1 .5

6 2 .0 0 .075 0 .2 0 .5 1 .5

7 2 .5 0 .050 0 .5 0 .2 1 .5

8 3 .0 0 .025 0 .4 0 .3 1 .5

9 1 .5 0 .050 0 .4 0 .5 2 .0

10 2 .0 0 .025 0 .5 0 .4 2 .0

11 2 .5 0 .100 0 .2 0 .3 2 .0

12 3 .0 0 .075 0 .3 0 .2 2 .0

13 1 .5 0 .075 0 .5 0 .4 2 .5

14 2 .0 0 .100 0 .4 0 .2 2 .5

15 2 .5 0 .025 0 .3 0 .5 2 .5

16 3 .0 0 .500 0 .2 0 .3 2 .5

表3 检测用引物的序列

Table 3 Primer sequences for detection

编号

Code

正向引物

Forward pri mer

编号

Code

反向引物

Reverse pri mer
Me2 5′-TGAGTCCAAACCGGAGC-3′ Em3 5′- GACTGCGTACGAATTGAC-3′

Me4 5′-TGAGTCCAAACCGGACC-3′ Em4 5′- GACTGCGTACGAATTTGA-3′

Me5 5′-TGAGTCCAAACCGGAAG-3′

2  结果与分析

2 .1  苦瓜 SRAP 反应体系的正交优化  正交试验设计

SRAP- PCR 反应体系选取Me2/ Em3 作为引物 , 以“翠绿”DNA

为模板进行扩增, 电泳结果见图 1。考察了 DNA、Mg2 + 、

dNTPs、Taq 酶、引物5 种 SRAP 反应成分浓度变化对扩增结

果的影响, 得到稳定、重复性好的反应体系。模板 DNA 含量

是制约扩增产量、特异性的一个因素。一般 ,有一个较宽的

浓度适宜范围, 但太少时无扩增带, 太多时特异带又很难出

现。根据各处理平均片段数, 模板 DNA 含量在1 .0 mg/ μl 时

效果最佳。Mg2 + 浓度除影响酶活性外, 也影响引物的退火、

模板和中间产物的解离温度、产物的特异性、引物二聚体的

形成等。根据各处理平均片段数 , Mg2 + 浓度为 1 .5、2 .0

mmol/ L 时最佳。底物dNTPs 浓度过高,会导致聚合酶错误的

掺入; 浓度过低, 又会影响合成效率。该试验结果表明 ,

dNTPs 浓度为0 .2、0 .3 mmol/ L 时最好。引物浓度是影响

SRAP 扩增的重要因素。结果表明, 当引物浓度为0 .5μmol/ L

时产生的条带数最多, 亮度也最亮, 此时可得到较好的扩增

结果。Taq 酶用量是决定反应成功与否的直接因素。该试

验中 Taq 酶对扩增片段亮度有明显影响。根据各处理平均

片段数 , Taq 酶在0 .075 U/ μl 时最佳。

注 :M为 DNA marker 2000 ;1～16 为表2 中编号。

Note : M.DNAmaker2000 ;1～16 .No .of treat ments in Table 2 .

图1 苦瓜SRAP 扩增电泳

Fig .1 Electrophoretogramof SRAP amplificationof bitter melon

  由图1 可知, 处理③、⑤的条带数显著多于其他处理, 虽

然相互之间无明显差异,但综合扩增的平均片段数和扩增片

段亮度可知处理⑤应该是相对较好的组分浓度, 即最佳处理

体系为1 .0 ng/ μl 模板 DNA ,1 .5 mmol/ L Mg2 + ,0 .3 mmol / L

dNTPs ,0 .5 μmol/ L 引物, 0 .075 U/ μl Taq DNA 聚合酶, 1 ×

buffer , 体系总体积20 μl 。

2 .2  反应体系的确定  选择引物组合 Me4/ Em4、Me5/ Em3 ,

随机挑选4 个模板 ,对反应体系的稳定性进行检测。由图2

可知, 这些引物组合能扩增出多态性强、条带清晰、重复性和

稳定性较好的结果, 该反应体系适合苦瓜SRAP- PCR 反应。
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 注 :M为 DL2000 marker ; A、B 分别为引物组合 Me4/ Em4、Me5/

Em3 ;1 ,2 ,3 ,4 分别代表翠绿、白玉、夏丰、大顶苦瓜。

 Note : M.DL 2000 marker ; A ,B represent for pri mer combination Me4/

Em4 and Me5/ Em3 ; 1 ,2 ,3 and 4 represent for Cuilu ,Baiyu ,Xi-

afeng and Dading bitter melon .

图2 苦瓜SRAP 优化体系的检测结果

Fig .2 Testing result of optimized SRAPsystemof bitter melon

3  讨论

作为一种新型的分子标记,SRAP 具有操作简单、稳定和

高效等特点, 适用于不同作物上的各种研究, 包括图谱构建、

基因定位和基因克隆等。目前 , 已在马铃薯、水稻、小麦、油

菜、棉花、苹果、西瓜、柑橘、樱桃、柿、梅子、大蒜、莴苣、芹菜、

黄瓜、辣椒等植物中应用[ 5] 。但是,在不同作物的研究中, 所

采用的PCR 体系、程序不同[ 6 - 8] 。影响SRAP 扩增效果的技

术环节主要包括 DNA 的提取以及扩增体系、扩增产物的检

测。一般, 扩增程序较大地影响扩增效果。例如,SSR 等分

子标记技术由于不同的作物有不同的SSR 引物组合, 所以要

对退火温度进行调整。但是由于SRAP 引物具有通用性, 不

同作物采用的引物组合往往相同 ,所以扩增程序对结果的影

响不大 ,在此不作考虑。

SRAP 分子标记的特点是多态性高 , 产率中等 , 重复性

好, 操作简单,在基因组中分布均匀, 较易对扩增得到的目标

片段进行测序; 引物具有通用性, 而且其正向引物可以与反

向引物两两搭配组合。因此, 用少量的引物可以组配得到多

个引物对,提高了引物的使用效率, 降低成本。对于遗传资

源狭窄的作物,如苦瓜等葫芦科作物必须选择一种多态性高

的分子标记方法才能有效进行种质鉴别。前人的研究表明 ,

无论是利用蛋白质还是同工酶都很难进行鉴别, 而利用分子

标记中RAPD 技术需要经过大量引物的筛选, 多态性较低。

利用多态性较高的 AFLP 技术可以建立指纹图谱 , 有效区分

不同品种。但是,AFLP 需要酶切、连接、扩增杂交等繁琐的

技术步骤。该试验用SRAP 进行标记显示了较高的多态性。

SRAP 上游引物和下游引物可以通用, 两两搭配组合, 省去了

引物开发的困难, 在种质资源鉴定、遗传图谱的构建乃至种

子纯度检测方面具有广泛的应用前景[ 9] 。

试验表明, 苦瓜SRAP- PCR 扩增的最佳反应体系是1 .0

ng/ μl 模板 DNA ,1 .5 mmol/ L Mg2 + , 0 . 3 mmol/ L dNTPs ,0 .5

μmol/ L 引物,0 .075 U/ μl Taq DNA 聚合酶,1 ×buffer , 体系总

体积20 μl 。该体系对苦瓜材料进行SRAP- PCR 扩增, 能够扩

增出较清晰的条带, 且稳定性较好, 说明该反应体系适合苦

瓜SRAP- PCR 反应。
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(randomamplified polymorphic DNA,RAPD) 的研究, 这可能是

由于 RAPD 对 DNA 的要求不高的原因,但是采用新鲜材料制

备的 DNA 进行PCR 扩增的效果明显优于放干的材料。

3  结论与讨论

由于同一植物不同组织的结构及生化成分各不相同, 而

这些结构和成分上的差异对 DNA 的不同提取方法往往会造

成不同程度的影响, 导致了不同提取方法所得 DNA 在纯度

和产量上的差异。因此, 在实际工作中, 应根据试材的生化

成分和材料保存时间来筛选或建立适当的提取方法[ 4] 。附

子的不同部位提取基因组 DNA 质量有差异, 叶片比块根得

率高、纯度高,这可能与块根中含有较多的多糖、蛋白质和酚

类等杂质有关[ 5] 。从附子新鲜材料和放干材料提取的基因

组 DNA 质量也有差异, 鲜材料比干材料纯度高、得率高, 这

与干材料贮存时间过久,导致 DNA 大部分降解有关[ 6] 。

该试验所采用的3 种方法均能提取到中药材附子药源

植物的基因组DNA ,但综合分析发现, 采用SDS 法对新鲜叶

子提取的基因组 DNA 效果最佳, 能够稳定性制备高质量附

子基因组 DNA, 而采用改良CTAB 法对新鲜附子( 鲜根) 进行

DNA 提取的效果最好,说明改良CTAB 法的除杂效果最佳。
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